







学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授与年月日
学位授与の要件
研 究 科 専 攻
学位論文題 目
はたけ や ま かつ の り




学位 規則 第4条 第1項 該 当
東北大学大学院農学研究科農学専攻
(博士課程)




















論 文 内 容 要 旨
緒 言 ,
高 等 植 物 に は、 受 粉 の 際 に 、 雌 しべ と花 粉 との 間で 自 己 ・非 自己 の認 識
を行 い 、 自己 の花 粉 管 の伸 長 を抑 制 して 、 非 自己 の 花 粉 に よ って受 精 す る
自家 不 和 合 性 を持 つ もの が 多 い 。 これ は近 親 交 配 を 回避 す る機 構 で あ る。
ア ブ ラナ 科 植 物 の 自家 不 和 合 性 で は 、 自己 ・非 自己 の認 識 が 、 胞 子 体 的 に
働 く1座 位 の5複 対 立 遺 伝 子 の一 致 ・不 一 致 に よ り制 御 され て い る。 従 っ
て 、5遺 伝 子 間 には優 性 ・劣 性 ・共優 性 の 関 係 が 見 られ る。 近 年 、∫ 遺伝
子 座 に存 在 し、柱 頭 に特 異 的 に発 現 す る、分 泌 型 の ∫糖 タ ンパ ク質 の 遺 伝
子(5L(};510cusglycoproteingene)と 膜 貫 通 型 の5レ セ プ ター キ ナ ー ゼ の 遺
伝 子(5Rκ;∫locusreceptorkinasegene)が 単 離 され 、 これ らの 遺伝 子 が 共 に
自家 不 和 合 性 の 認 識 に関 与 す る と推 定 され て い る。5遣 伝 子 座 は 、3LG,3Rκ
お よ び花 粉 側 の3特 異 的 リガ ン ド遺 伝 子 を含 む遺 伝 子 複 合 体 と考 え られ る
の で 、 従 来 使 われ て きた5遺 伝 子 に対 し、3ハ プ ロ タイ プ とい う用 語 が 用
い られ て い る。.
本 研 究 は、 ア ブ ラナ 科植 物 に特 徴 的 な優 性 ・劣 性 の 関係 が 、3LG,5R1ζ
遺 伝 子 の構 造 や遺 伝 子 発 現 の違 い に よ って説 明 で き るか ど うか を検 討 した
もの で あ る。・近 縁 種 βrα∬∫cα018アocθα の解 析 か ら、 優 性 ・劣 性 の 関係 が
non-linear(A>B,B>Cの 時 必 ず し もA>Cに は な らな い 関係)で あ る こ とが 報
告 され て い るが 、 こ の特 徴 がBrα ∬∫oα属 一 般 に言 え るか ど うか を明 らか に
す る ため に、Rア αpαの24の8ハ プ ロ タイ プ に つ い て交 配 実験 を行 い 、 優
性 ・劣 性 の 関係 を調 査 した(第1章)。 次 い で 、3LG,εRκ の構 造 や遺 伝 子
発 現 が どの よ うに して優 性 ・劣 性 を もた らす の か を明 らか にす る た め に、
多 くの3ハ プ ロ タイ プ に対 して優 性 あ るい は劣 性 を示 す3ハ プ ロ タイ プか
ら、 そ れ ぞ れ に対 応 す る3LG、5Rκ の単 離 と解 析 を行 っ た(第2章)。
第1章5ハ プ ロ タイ プ 問 の優 性 ・劣 性 関係
日本 と トル コのB.r叩 αの野 生 集 団 か らNouε'α 」,(1991,1993a,b)に よっ
て分 離 され た24の ∫ホモ系 統 を用 い た 。 これ らの5ホ モ 系 統 間 のF、 個 体
を作 成 し、FIと 両親 系 統 間 の相 互 交 配 に よっ てR個 体 の3ハ プ ロ タ イ プ
間 の優 性 ・劣 性 ・共 優 性 関係 を 明 らか にす る と共 に(Table1-1)、 こ れ らの
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関係 の 一 般 的 傾 向 を見 い だそ う と した 。
3ハ プ ロ タ イ プ をそ の 優 性 ・劣 性 関 係 か ら分 類 す る と、柱 頭 側 で は 、 相
互 に共 優 性 の グ ル ー プ(CD;Codor㎡nant)と 、組 み 合 わせ に よ って 優 性 ・劣
性 の 異 な る グ ル ー プ(DR;Dominanレrとcessive)の2つ の グル ー プ に分 け られ
た(Fig.1-1)。 一 方 、花 粉 側 で は、柱 頭 側 同様 のCDお よ びDRグ ル ー プが
存 在 す る他 に、 多 くの5ハ プ ロ タイ プ に対 して劣 性 を示 す3ハ プ ロ タ イ プ
の グ ル ー プ が見 られ(劣 性 グル ー プ:R;Recessive)、3つ の グル ー プ に分
け られ た(Fig.1-2)。
本 種 の優 性 ・劣 性 ・共 優 性 の全 体 的傾 向 と して 、① 柱 頭 ・花 粉 側 共 に、5
ハ プ ロ タイ プは共 優 性 関係 にあ る場 合 が 一 般 的 で あ る こ と、② 優 性 ・劣 性
は花 粉 側 で顕 著 に見 られ る こ と、③ 柱 頭 側 と花 粉 側 で3ハ プ ロ タ イ プ の 優
性 ・劣 性 関係 は異 な る こ と、④ 優 性 ・劣 性 はnon-linearで あ る こ と、 が挙
げ られ 、 これ らはBrα ∬∫cα属 一 般 に見 られ る特 徴 で あ る こ と を確 認 した 。
これ ら に加 えて 、花 粉 側 の劣 性 ハ プ ロ タ イ プで は、 ヘ テ ロ個 体 の 両3ハ
プ ロ タイ プの発 現 が 共 に弱 め られ る、independentweakening(ViSser6∫ α1.
1982)の 現 象 が 高 頻 度 で見 られ る こ と を明 らか に した 。
花 粉 側 と柱 頭 側 で 優 性 ・劣 性 が 異 な る こ とか ら、認 識 に関 わ る分 子 が 異
な る 、あ るい は そ の機 構 が異 な る こ とが 考 え られ た。
第2章:優 性お よび劣性 を示す5ハ プ ロタイプか らの3LG、5R1ζ の単離 と
解析
既往 の研 究 か ら、.5LGと5R1ζ が 自家不 和合性 の認識 に関与 す る と考 え
られてい るので、本章で は、優性 あ るいは劣性 を示す ∫ハ プロタイプの5LG
と5Rκ を単 離 して、その解析 を行 い、優性 ・劣性 との関係 を検討 した。
す なわち、花粉側 で多 くの系統 に優性 を示 す545ホ モ系統(第1節)、 花
粉側 で劣性 を示 す ダ ホモ系統(第2節)お よび柱頭側 で劣 性 を示す ∫22ホモ
系統(第3節)か ら5LG,5R1(の 単 離 を試 みた。 なお、柱 頭側 で多 くの系統
に対 して優性 を示す528ホ モ系統 については、その3LG,3Rκ の解 析が既 に
なされ ているので、本研究 では遺伝子 の単離 を行 わなか った。
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第1節 花 粉 側 で優 性 を示 す ∫ハ プ ロ タ イ プか らの ∫LG、5R1ζ の単 離
花 粉 側 で 優性 を示 す3`5系 統 の柱 頭cDNAラ イ ブ ラ リー か ら全 長 の5Lσ5
cDNAク ロ ー ン を単 離 した。 さ らに、5R1ご8cDNAの キ ナ ー ゼ領 域 を プ ロ
ー ブ に用 い て ラ イ ブ ラ リー の ス ク リー ニ ン グ を行 い 、 全 長 の5R1ピcDNA
を単 離 した 。
3R1ピ のSド メ イ ン と5LG45は ア ミノ酸 レベ ル で99.8%と これ まで 報 告 さ
れ た もの よ り極 め て 高 い相 同性 を示 した(Fig.2-1-1,Table2-2-1)。
柱 頭 側 で 優 性 の328系 統 か ら単 離 され た5LG28と3R1ご8の 相 同性 は97.7%
と高 く、 この 相 同性 が柱 頭 側 の優 性 に関係 して い る こ とがWatanabeε ∫αZ.
(1994)に よ っ て示 唆 され て い る。 しか し、本 研 究 で用 い た ♂5は 柱 頭 側 で2
系 統 に優 性 、1系 統 に劣 性 、残 りとは共 優 性 関係 で あ っ た。こ の こ とか ら、
∫Lσ と5R1ζ の相 同性 は柱 頭 側 の 優性 ・劣 性 に は 関係 な い と考 え られ た 。
単 離 した5Lび5、3R1ピ の ア ミノ酸 配 列 につ い て 、既 に単 離 され て い る他
の5LG、5R1ζ と詳 細 に比 較 検 討 したが 、優 性 と関連 す る と思 われ る 目立 っ
た特 徴 は見 い だす こ とが 出 来 なか った 。
第2節 花 粉 側 で劣 性 を示 す3ハ プ ロ タイ プ か らの5LG、5R1(の 単 離
盈018zαo印 で は、5LGは そ の塩 基 配 列 の相 同性 の違 い か ら、ClasslとClass
IIの2つ の ク ラス に分 け られ、 花 粉 で 劣 性 の系 統 はClassllタ イ プ で あ る
こ とが 報告 され てい る。本 節 で は まず 、B.r卯 αのCDお よ びDRグ ル ー プ
の3ハ プ ロ タ イ プ はすべ てClasslタ イ プの ∫LG及 び3R1ζ を持 ち 、Rグ ル
ー プ の5ハ プ ロ タイ プ は そ れ を持 た な い こ と
、 また 、Rグ ル ー プ の5ハ プ
ロ タイ プ はClasslIタ イ プの5LGと 相 同 の配 列 を持 つ こ とを確 か め た(Fig .
2-2-1)a
次 に、花 粉 側 劣 性 の系 統 の32'系 統 か ら3LG様 の 配 列 を持 つ2種 類 の ク
ロー ン(pRT26,pRT37)を 得 た。 これ らの ク ロー ン を プ ロ ー ブ に用 い て3"5529
ヘ テ ロ個 体 の 自殖 次 代 でRFLP分 析 を行 い 、pRT37が5LG2'遣 伝 子 の一 部
で あ る こ と を示 した(Fig.2-2-2)。 次 い で 、pRT37を プ ロ ー ブ に用 い て柱 頭
cDNAラ イ ブ ラ リー か ら、 全 長 の3LG'9cDNAク ロー ンお よび3座 位 に存
在 す る5R1ピ のcDNAク ロ ー ンを単 離 した(Fig.2-2-2)。 さ らに、3LG29、31～1ご'
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に対 応 す る ゲ ノ ミ ック ク ロ ー ンを単 離 した(Fig.2-2-3)。3LG2'はB.ozε アαcεα
のClassIIの5LG2と は93%の 相 同性 を示 し、ClassIに 属 す る ∫Lσ5と の 間
で は75.2%と 相 同 性 が低 か った 。5R18は 、Sド メ イ ン だ けで な く、膜 貫 通
ドメ イ ンお よび細 胞 内 の キ ナ ー ゼ ドメ イ ンに つ い て もClassIの5R1ピ よ り
もClassIIの5Rだ と相 同性 が 高 か った(Fig.2-2-4)。
3LG29に 加 え て、花 粉 側 で 劣 性 を示 す他 の2系 統 よ り3LG(SLG'ｰ,SLG")
を単 離 した 。 これ ら3つ の3LGは 共 通 にそ のC末 端 側 に イ ン トロ ン を持
って い た 。 この 特徴 は、 イ ン トロ ン を持 た な いClassIの5LGと 大 き く異
な る点 で あ り、Classllの5乙Gの 特 徴 と考 え られ た 。
第2エ ク ソ ン には4な い し8ア ミノ酸 が コ ー ドされ て お り(Fig,2-2-5)、
い ず れ も分 泌 型 の糖 タ ンパ ク質 で あ る とを明 らか に した。B.oz8rαc餌 の花
粉 側 劣 性 の52は 膜 結 合 型 の5LGを 持 つ こ とか ら、 この εLGの 構 造 が 花 粉
側 の 劣 性 に 関係 して い る と言 わ れ てい るが(Tantik鋤anaθ ∫α1,1993)、 本研
究 で 示 したB.r卯 αの劣 性 ハ プ ロ タイ プは全 て分 泌 型 の5LGで あ り、 膜 結
合 型 の5LGの 存 在 と花 粉 側 の 劣 性 と は関係 が な い こ と を明 らか に した 。
第3節 柱 頭 側 で劣 性 を示 す3ハ プ ロ タイ プか らの5LG、5R1(の 単 離
柱 頭 側 で劣 性 を示 す ∫22系統 の柱 頭cDNAラ イ ブ ラ リー か らPCRに よ っ
て5R1ピ の部 分 配 列 を単 離 した 。この 断片 を プ ロー ブ に用 い て 最 長 のcDNA
ク ロー ン を得 る と共 に、 同 じライ ブ ラ リー か ら3LGのcDNAク ロ ー ン を
単 離 し、 これ らの塩 基 配 列 を決 定 した(Fig.2-3-1)。
これ らのcDNAク ロー ン と5遺 伝 子 座 との 連 鎖 を検 討 す る た め に、∫22529
ヘ テ ロ個 体 の 自殖 次 代 を用 い てRFLP分 析 を行 い 、 これ ら2つ のcDNAク
ロ ー ンは そ れ ぞ れ5LG22 ,5R1ご2遺 伝 子 に対 応 す る もので あ る こ と を確 認 し
た(Fig.2-3-2)。
51～1ご2は、3LG22と82,0%の 相 同性 の あ るSド メ イ ン、膜 貫 通 ドメ イ ン、
セ リ ン ・ス レオ ニ ン型 の プ ロ テ イ ンキ ナ ーゼ ドメ イ ン を有 して い た 。また 、
そ の キ ナ ー ゼ ドメ イ ン にお い て 、植 物 の レセ プ ター 型 プ ロ テ イ ンキ ナ ー ゼ
に完 全 に保 存 され て い る ア ミノ酸 の1カ 所 が変 異 して い る こ とが 明 らか と
な っ た。
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ヘ テロ個体 の柱頭 での5Rκ の発現 を見 る と、共優性 関係 の ∫ ハ プロ タ
イプ問では発現量 の差異 が見 られなか ったのに対 して、優性 ・劣性 関係 の
ハ プロ タイプ問で は優性5Rκ の方 が劣性3Rκ よ り発 現量が多 か った(Fig .
2-3-3)。 この ことか ら、柱 頭側 の優性 ・劣性 には3Rκ の発現量が 関係 して
い る可能性 が示唆 された。
結語
盈r卯 αの多数の3ハ プロタイプ間の優性 ・劣性関係 を明 らか に し、柱
頭側 と花粉側 でその様相が異 なるこ とを指摘 した。
近縁種80〃 鋤躍 では、膜結合型SLGの 存在 が花粉側 劣性 に関係 してい
る可能性が示唆 されてい るが、鼠 即 αのCiassHの5LGは 分泌型 であ った。
膜結合型SLGの 存在 と花粉側劣性 には関係 がない こ とが明 らかに なった。
一方 、柱頭側 での優性 ・劣性 関係 に関 して は、優性 を示す こ とと、3Lσ
と ∫R1ぐ問の高 い相 同性 には関係 が ない こ とを明 らか に した。 さ らに、5ハ
プ ロタイプが ヘテ ロの場合 に、優性 の3Rκ の発現 量が劣性 のそ れ に比べ
て高か った こ とか ら、柱 頭側 の優性 の発現 には ∫Rκ の発現 量が 関係 して
いる可 能性 を指摘 した。
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』L_a_』:Lσ 毎 紺1vyFhρ εFPム ρ5ρ σ85yRκCGPY3YCDγ 遅__二ご
AATCCGACATTAGGGATGTGGAACGTGTTCTGGTCTTTTCCATTGGATTCACAGTGCGAATCGTACAGGATGTGTGGGCCTTACTCTTATTGTGACGTGAACACA

















3σ0σ'F望 「Rκ κN材 κLPET7・ κA7VDR31G1!κ1ヨCEκ κ σL385
SLG45AGTGGAGATGGTTTTACCAGGATGAAGAATATGAAGTTGCCAGAAACTACGATGGCTACTGTCGACCGCAGTATTGGTGTGAAAGAATGTGAGAAGAAGTGCCTT1155
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論 文 審 査 結 果 要 旨
アブラナ科植物 の自家不和合性 の認識機構は1座 位 の3複 対立遺伝 子に よ り制御 されてい るが,花
粉 の5遺 伝子(3ハ プ ロタイプ)の 表 現型 は花粉粒が持つ3ハ プ ロタイ プに よって決 まるのではな く,
花粉親 の5遺 伝子型 に よって決 ま り,5ハ プロタイプ間に優劣関係がある。 この優 劣関係は極 め て複
雑 で,そ の分子機構は明 らか となってい ない。
本研究 では,ま ず,Bプ α∬加 プ砂 αの24の8ハ プ ロタイ プ間の優劣関係を解析 した。そ の結果,① 柱
頭 側 ・花粉側 ともに,8ハ プ ロタイ プは共優性 関係 にあるのが一 般的であること,② 優性 ・劣性 は花
粉側 で よく見 られ ること,③ 柱頭側 と花粉側 で3ハ プ ロタイプの優劣関係は異な ること,④ 優性 ・劣
性 はnon-1inearで あ ることを明らかに した。
これ らの優 劣関係が生 じる分子機構を明 らかにす るため,い くつかの8ハ プ ロタイプか ら自己 ・非
自己認識に関わ る柱頭 の糖 タ ンパ ク質で あるSLGとSRKのcDNA,ゲ ノムDNAを 単離 して遺伝子 の
構造 と遺伝子 発現 を調べた 。そ の結 果,845のSLGとSRKは 極 め て高 い相 同性(ア ミノ酸 配 列 で
99.8%)を 有す るこ とが明 らか とな った。845は 柱頭側で優性 ではな く,劣 性を示す こともある ことか
らSLGとSRKの 相同性 が柱頭側 の優劣関係を決 めると言 う考えは否 定 された 。花 粉側 で劣性 の829
のSLGとSRKは 他 の多 くのSLGに は な い イ ン トロ ンを有 す るが,花 粉 側 で 劣 性 の βプα∬どcα
oZθ7αoθαで報告 されてい るような膜結合型の構造は持 たなか った。 この ことか ら,膜 結合型 のSLGの
存在は花粉側 で劣性 の5ハ プ ロタイプに共通す る特徴 ではないこ とを明 らかに した。柱頭側で劣性の
522で は,SRKの キナー ビ領域において植物 の レセプター型 プ ロテイ ンキナー ビに完全 に保存 されて
い るア ミノ酸 の1ヵ 所 が変異 しているこ とが明 らか とな った。また,ヘ テ ロ個体 でのSRKの 遺伝 子発
現が優性 の5ハ プロタイプのSRKよ りもかな り弱い ことを見 いだ した。 この ようなSRKの 構造 上 の
差 あるいは遺伝子発現の弱 さが柱頭側劣性の原因である可能性を初めて示 した。
以上 のよ うに,本 研究 は8鵤 ∬加 鵤pα の多数の3ハ プ ロタイプについて優劣 関係 を明 らか に し,
その分子機構 について これ までの主張を否定 し,新 たな仮説を提 唱 した もので ある。 よって審査 員一
同は本論文は博士(農 学)の 学位を授与す るに値す る内容であ ると判定 した。
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